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基于 cDNA-AFLP 分 析 桂 花 开花 进程 中 差异 表达 基因 
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摘要 : 桂花 是 我 国 重 要 的 传统 名 花香 花 植 物 。 花色 与 花香 是 桂花 两 个 重要 的 观赏 品质 ， 受 开 
花 进程 的 影响 。 目 前 已 有 关于 其 色 、 香 物质 成 分 及 相关 合成 基因 的 研究 报道 , 但 有 关 开 花 进 
程 中 色 与 香 的 合成 过 程 及 相关 分 子 基 础 研究 鲜 有 报道 ,该 研究 利用 不 同 花 期 的 桂花 花 办 和 幼 
叶 建 立 了 适用 于 多 个 样本 的 cDNA-AFLP 体系 ， 并 分 析 开 花 进程 中 基因 的 表达 差异 ， 获 得 
283 个 在 花瓣 中 特异 且 差 异 表达 的 转录 衍生 片段 (transcript-derived fragments, TDFs)。 其 中 ， 
120 个 TDFs 在 数据 库 中 无 同 源 序列 ，12 个 有 同 源 序列 ， 但 功能 未 知 ; 150 个 已 知 生物 学 功 
能 的 序列 , 其 主要 功能 包括 次 级 代谢 、 初 级 代谢 和 发 育 过 程 等 .对 其 中 已 知 功能 的 6 个 TDFs 
进行 qRT-PCR 验证 , 4 个 转录 水 平 较 高 的 TDFs 表达 模式 与 AFLP 分 析 结 果 基 本 一 致 。 该 研 
究 结 果 对 了 解 开花 进程 中 桂花 色 与 香 的 合成 过 程 相 关 基 因 的 表达 奠定 了 基础 , 也 为 进一步 研 
究 桂 花色 香 形成 的 分 子 机 制 提供 了 参考 。 
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Abstract: Osmanthus fragrans is an important traditional fragrant flower in China. Floral color 
and scent as the important ornamental characters are influenced by flowering process. Reports on 
the components of floral color and scent and related synthetic genes have been reported. However, 
studies on the synthesis and molecular basis of floral color and scent during flowering process are 
rarely reported. The study established a cDNA-AFLP system suitable for multiple samples and 
analyzed genes differential expression at different flowering stages. Finally, 283 TDFs with 


specific expression in petals and differential expression during flowering were successfully cloned 
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and sequenced. Public databases blast showed that 120 TDFs had no homologous sequences, 12 
TDFs had homologous sequences but their functions were unknown, and 130 TDFs had known 
biological functions, including secondary metabolism, primary metabolism and development 
process, ect. qRT-PCR results of 6 TDFs with known functions comparing with cDNA-AFLP 
displayed that 4 TDFs with higher transcriptional level had consistent expression level. These 
results would be helpful to understand the gene expression of petals during flowering processes, 
and provide useful information for exploiting the mechanism of the floral color and scent 
formation of O. fragrans from molecular level. 
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桂花 (Osmanthus fragrans) 是 我 国 的 十 大 传统 名 花 之 一 ， 作 为 重要 的 香花 植物 被 广泛 
点 用 于 园林 绿化 、 食 品 加 工 、 精 油 及 天 然 色 素 提取 等 领域 (向 其 柏 和 刘 玉 莲 ，2008; 杨康 民 ， 
2012) 。 前 人 报道 了 桂花 花香 成 分 主要 是 莫 类 、 酯 类 、 醇 类 、 酮 类 和 醛 类 等 (Xin et al, 2013; 
Cai et al 2014)， 花 色 成 分 主要 是 类 胡萝卜 素 和 黄酮 类 化 合 物 〈 殖 了 政 等 , 2010; 侯 丹 ，2014; 
Han et al, 2014) 。 与 花香 和 花色 合成 相关 的 基因 也 逐渐 被 挖掘 ， 如 CCDs、7PSs 等 (Huang 
et al 2009; Baldermann et al 2010; 曾 祥 玲 等 ，2016) 。 花 办 是 花香 和 花色 物质 合成 的 主要 
组 织 部 位 ， 而 且 在 不 同 发 育 时 期 花 办 中 ， 花 香 和 花色 物质 的 合成 速率 不 同 (Dudareva et al， 
2013; Tanaka et al 2008) 。 在 桂花 中 ， 花 香 与 花色 的 物质 合成 随 着 花 条 的 开放 显著 增加 ， 
盛 花期 之 后 又 逐渐 下 降 (Zeng et al, 2015; 曾 祥 玲 等 ，2016; 邹 唱 晶 等 ，2017) 。 目 前 ， 有 
关 开 花 进 程 中 桂花 色 与 香 的 合成 过 程 及 相关 分 子 基础 的 研究 报道 却 很 少 。 

然而 ， 由 于 桂花 目前 无 基因 组 报道 ,开花 过 程 的 转录 组 研究 也 无 参考 ,因此 限制 了 开花 
进程 中 桂花 色香 形成 分 子 基础 研究 的 进一步 深入 。cDNA-AFLP 技术 是 由 Bachem et al 
(1996) 将 扩 增 片段 长 度 多 态 性 (amplified fragment length polymorphism, AFLP) 技 术 应 用 于 
mRNA 表达 差异 分 析 的 一 种 mRNA 指纹 图 谱 技 术 。 该 技术 的 优点 是 成 本 较 低 、 无 需 预知 序 
列 信息 、 多 态 性 丰富 、 稳 定性 高 、 可 对 生物 体 转录 组 进行 全 面 系统 的 分 析 ， 目 前 在 海 党 、 文 
心 兰 、 菊 花 等 观赏 植物 的 基因 差异 表达 研究 中 已 成 功 运用 ( 李 志 红 等 , 2008; 獒 成 江 等 , 2011; 
Huang etal, 2012) 。 张 园 (2009) 和 Han et al (2015) 利用 cDNA-AFLP 分 别 比 较 了 “ 银 桂 * 
铃 醒 期 和 盛 花 初期 、 盛 花期 ' 银 桂 : 和 ' 和 丹 桂 ' 花 办 的 基因 表达 差异 ， 分 别 获得 50 和 102 个 差异 
表达 的 基因 片段 〈transcript-derived fragments，TDFs) 。 冷 春 旭 等 (2007)〉 以 不 同 发 育 时 期 
的 愈 伤 组 织 为 材料 , 利用 cDNA-AFLP 对 陆地 棉 体 细胞 胚胎 发 生 过 程 中 的 基因 差异 表达 进行 
了 分 析 ， 找 到 了 与 胚胎 发 育 有 关 为 胚 性 愈 伤 所 特有 的 差异 条 带 ， 这 表明 cDNA-AEFLP 能 将 多 
个 样品 同时 进行 比较 分 析 。 

鉴于 此 ， 本 研究 通过 mRNA 分 离 、 限 制 性 内 切 酶 和 选择 性 扩 增 引物 组 合 的 筛选 ， 建 立 
了 桂花 中 多 个 样本 的 cDNA-AFLP 体系 ;并 利用 该 体系 同步 分 析 ' 柳 叶 金 桂 ? 叶 片 以 及 6 个 不 
同 开 花 时 间 花 办 的 转录 组 ， 从 中 获得 花 欠 中 特异 表达 且 各 花期 差异 表达 的 转录 衍生 片段 
(transcript-derived fragments, TDFs)。 从 而 挖掘 开花 进程 中 影响 桂花 色香 形成 的 相关 基因 ， 为 
进一步 揭示 桂花 色香 形成 的 分 子 机 理 提供 参考 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 

本 实验 所 用 植物 材料 为 华中 农业 大 学 校园 苗 围 内 光照 均匀 且 无 病虫害 的 健康 植株 桂花 
品种 ' 柳 叶 金 桂 : (0. fragrans ‘Liuye jingui? ) ， 其 花 激发 育 时 期 参考 Zou et al (2014) 的 划分 ， 
花瓣 发 育 时 期 对 应 的 具体 取样 时 间 如 图 1 所 示 : ” (1) 铃 梗 期 : 花 条 未 展开 ， 花 闪 呈 紧 闭 的 
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花苞 状 (time=0 d) ; (2) 初 花期 : 花茶 半 开 放 ， 花 瓣 微 张 (time=2 d) ; (3) 盛 花 期 : 
花 末 完全 展开 ， 直 径 到 达 最 大 ， 晶 无 褐色 斑点 (time=4 d 和 6 d) ; (4) 盛 花 末期 : 花瓣 


出 现 褐色 斑点 ， 且 出 现 一 定 程 度 脱落 (time=8 d) 。 幼 叶 于 5 月 采取 ; 花 办 于 当年 10 月 份 
采取 ， 自 铃 梗 期 开始 ， 每 隔 2 d 取样 一 次 ， 除 初 花期 (time=2 d) 分 别 于 上 午 10:00 和 下 午 
5:00 pm 进行 两 次 取样 外 ， 其 余 取样 时 期 均 统 一 为 上 午 10:00 左右 。 对 取样 材料 称 重 后 立即 
置 于 液 氮 中 速冻 ， 尽 快 转移 至 -80 °C 冰箱 保存 备用 。 


注 : 1. 铃 梗 期 (time=0 d) ; 2. 初 花期 (time=2 d) ; 3. 盛 花期 (time=4 d) ; 4. 盛 花期 (time=6 d》; 
5. 盛 花 末期 (time=8 d) ; CK. 幼 叶 。 
Note: 1. Tight bud stage (time=0 d); 2. mitial flowering stage (time=2 d); 3. Full flowering stage (time=4 d); 4. 


Full flowering stage (time=6 d); $. Late full flowering stage (time=8 d); CK. Young leaves. 
图 1 桂花 花 东 及 幼 叶 的 发 育 状态 及 取样 时 间 


Fig. 1 Developmental state of flowers and young leaves and the sampling time of Osmanthus fragrans 


1.2 方法 
1.2.1 RNA 提取 及 cDNA 合成 

取 适 量 花瓣 或 叶片 样品 用 液 氮 进行 研磨 , 参考 Trizol 试剂 盒 方 法 (CoWin Biotech Co., Ltd， 
Beijing. China) 提取 样品 总 RNA。RNA 的 完整 性 和 浓度 分 别 利用 1.0% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 和 
NanoDrop 2000 (Thermo 公司 ) 微 量 分 光 光 度 计 进行 检测 。 采 用 Oligotex -dT30<Super> 
mRNA 纯化 试剂 盒 (Takara 公司 ) 进行 mRNA 分 离 。 之 后 ,参考 RevertAid™ Premium First 
Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas 公司 ) 说 明 书 合成 双 链 cDNA。 
1.2.2 双 链 cDNA 的 酶 切 

本 实验 选用 两 组 限制 性 内 切 酶 组 合 ， 分 别 为 FastDigest® EcoR I 和 FastDigest® Mse I 
组 合 、FastDigest® Taq I 和 FastDigest@ Ase 工 组 合 ， 以 科 选 更 好 的 组 合 。EcoR I/Mse I 组 合 
的 反应 程序 为 : 37 °C 30 min，65 °C 5 min，80 °C 5 min 灭 活 ; Ase ITaq 工 组 合 的 反应 程序 
为 37°C 30 min，65 °C 30 min， 然 后 用 氯仿 抽 提 灭 活 。 
1.2.3 cDNA-AFLP 分 析 

AFLP 分 析 步 又 参考 Bachem et al (1996)。 利 用 T4 DNA 连接 酶 (Fermentas 公司 ) 对 
酶 切 后 的 cDNA 分 别 进 行 接头 连接 ， 然 后 分 别 利 用 EcoR00/Mse00 和 Ase00/T00 引物 进行 
PCR 预 扩 增 ， 取 5 pL 的 预 扩 增 产物 用 1 % 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 。 对 合适 的 预 扩 增产 物 进行 
50x 稀 释 ,之 后 利用 16 条 EcoRI 引 物 和 16 条 MseI 引 物 组 成 256 对 引物 组 合 进行 选择 性 扩 增 。 
引物 见 表 1。 选 择 性 扩 增 反应 总 体积 为 20 pL， 包 含 1 pL 模板 ，EcoRI 和 MseI 选 择 性 扩 增 引 
物 (10 umol.LD 各 1nL，10 RhL 2x DreamTaq PCR Master Mix (Fermentas 公司 ) ; 扩 增 
反应 条 件 : 95 °C 3 min; 95 °C 变性 30 s, 65 °C (每 个 循环 递减 0.7°C) 退火 30s, 72 °C 延 
伸 1 min，12 个 循环 ; 95 °C 变性 30s，56 °C 退火 30 s, 72 °C 延伸 1 min, 25 个 循环 ; 72 °C 
终 延伸 5 min。 扩 增产 物 经 6 % 变 性 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 分 离 得 到 差异 表达 片段 。 
1.2.4 差异 TDFs 回收 、 克 隆 和 序列 分 析 

用 锋利 的 刀片 将 胶 板 上 的 目的 片段 切 制 下 来 ， 放 入 干净 的 PCR 管 中 ， 条 带 浓 时 少量 ， 
淡 时 多 量 。 用 双 蒸 水 清洗 条 带 , 之 后 用 移 液 枪 把 多 余 的 水 分 吸取 干净 。 按 选择 扩 增 时 的 反应 
体系 和 条 件 进行 二 次 扩 增 。 将 扩 增 产物 回收 纯化 并 连接 至 pPEASY-T1 克隆 载体 (全 式 金 公 
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司 )， 然 后 挑选 阳性 克隆 送 公 司 测序 。 将 克隆 得 到 的 序列 在 NCBI 数据 库 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 的 BLAST 工具 中 进行 同 源 性 比 对 ， 并 利用 Blast2Go 
软件 结合 Amigo 网 站 (http://amigol.geneontology.org/cgi-bin/amigo/blast.cgi)〉 进行 基因 本 体 
(Gene Ontology GO) 功 能 注释 和 分 类 。 
表 1 cDNA-AFLP 的 接头 和 引物 序列 
Table 1 Adaptor and primer sequences for cDNA-AFLP 


编号 接头 及 引物 序列 编号 接头 及 引物 序列 

Code Adaptor and primer sequences Code Adaptor and primer sequences 
EcoR I-adl S'CTCGTAGACTGCGTACC3' Mse [adl SS'GACGATGAGTCCTGAG3' 
EcoR Iad2 ”SPAATTIGGTACGCAGTCTAC3 Msel-ad2 ”SPTIACTCAGGACTCAT3' 

Ase I-adl SCTCGTAGACTGCGTACC3 Taq [Ladl ©S'GACGATGAGTCCTGAG3' 
Ase I-ad2 SPTAGGTACGCAGTCTAC3' Taql-ad2 CS'PCGCTCAGGACTCAT3' 
EcoR00 SGACTGCGATCCAATTC3' Mse00 S'GATGAGTCCTGAGTAA3' 
Ase00 SGTAGACTGCGATCCTAAT3' Taq00 SGATGAGTCCTGAGCGA3 
Ell SGACTGCGATCCAATTCAC3' MI11 SGATGAGTCCTGAGTAAAC3' 
E12 SGACTGCGATCCAATTCAG3' M12 S'GATGAGTCCTGAGTAAAG3' 
E13 SGACTGCGATCCAATTCAT?3' M13 S'GATGAGTCCTGAGTAAAT3' 
E14 SGACTGCGATCCAATTCAA?3' M14 S'GATGAGTCCTGAGTAAAA3' 
E21 SGACTGCGATCCAATTCCC3' M21 S'GATGAGTCCTGAGTAACC3' 
E22 SGACTGCGATCCAATTCCG3 M22 5GATGAGTCCTGAGTAACG3 
E23 SGACTGCGATCCAATTCCT3' M23 SGATGAGTCCTGAGTAACT3' 
E24 SGACTGCGATCCAATTCCA3 M24 SGATGAGTCCTGAGTAACA3 
E31 5GACTGCGATCCAATTCGC3 M31 S'GATGAGTCCTGAGTAAGC3' 
E32 5S'GACTGCGATCCAATTCGG3' M32 S'GATGAGTCCTGAGTAAGG3' 
E33 5GACTGCGATCCAATTCGT3' M33 S'GATGAGTCCTGAGTAAGT3' 
E34 5S'GACTGCGATCCAATTCGA3' M34 S'GATGAGTCCTGAGTAAGA3' 
E41 SGACTGCGATCCAATTCTC3 M41 SGATGAGTCCTGAGTAATC3 
E42 SGACTGCGATCCAATTCTG3' M42 S'GATGAGTCCTGAGTAATG3' 
E43 SGACTGCGATCCAATTCTT3' M43 SGATGAGTCCTGAGTAATT3' 
E44 SGACTGCGATCCAATTCTA3 M44 SGATGAGTCCTGAGTAATA3 


1.2.5 RACE 方法 克隆 差异 片段 的 3? 端 
根据 已 有 的 序列 设计 引物 克隆 差异 片段 的 3’ 端 ， 引 物 见 表 2。3’RACE-cDNA 的 合成 参 
考 Smart RACE (Clontech) 操作 说 明 。 将 扩 增 产物 回收 纯化 并 连接 至 pEASY-T1 克隆 载体 
全 式 金 公司 ) ， 然 后 挑选 阳性 克隆 送 公司 测序 。 
1.2.6 差异 片段 的 Real-time qPCR 分 析 
根据 差异 片段 的 3? 端 序列 设计 Real-time qPCR 引物， 引物 见 表 2。cDNA 的 合成 参考 
RevertAid™ Premium First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas 公司 ) 说 明 书 , 合成 的 第 一 
链 cDNA 稀释 20 倍 后 用 于 Real-time qPCR 分 析 。 运 用 ABI 公司 的 7500 Fast 痰 光 定 量 PCR 
仪 , 反应 体系 和 程序 参考 SYBR® Premix Ex Taq™ (Takara 公司 ) 操 作 说 明 。 以 桂花 的 B-actin 
基因 作为 内 参 ， 叶 片 中 基因 转录 水 平 设 为 1， 采 用 2 5 法 来 确定 基因 的 相对 表达 量 。 


TS 


表 2 差异 表达 基因 的 3:RACE 和 Real-time qPCR 引物 
Table 2 Primers for 3’ RACE and real-time qPCR of the differential expressed gene fragments 


引物 编号 引物 序列 

Primer codes Primer sequences 

For 3?RACE 

M13E32-24-3-1 5S'GCATGCGAAGACTGCAAGGTAGCTGGC3' 


M13E32-24-3-2 S'CGACATTCAGAAAGAAACCCGAGTGCTC3' 


M21E14-1-3-1 
M21E14-1-3-2 


M13E23-11-3-1 
M13E23-11-3-2 


M22E31-11-3-1 
M22E31-11-3-2 
M41E14-13-3-1 
M41E14-13-3-2 


M34E22-31-3-1 
M34E22-31-3-2 


For Real-time PCR 


M13E32-24-f0 
M13E32-24-r0 


M21E14-1-f0 
M21E14-1-r0 


M13E23-11-f0 
M13E23-11-r0 


M22E31-11-f0 
M22E31-11-r0 


M41E14-13-f0 
M41E14-13-r0 


M34E22-31-f0 
M34E22-31-r0 


S'CAGCAAAACTGGTGGAGCCGCCAAAGCA3' 
5TCCATGTACGAGCGAGAAGGGGTCAAGC3 


SGCAGGTGGATGTTGTTATATCGACGGTG3' 
SGGTGGGGCAACTTCAGTTAGCCGATCA3' 


SAGGATGGCACCACCACTGCTGGAAATTC3' 
5CCAAGTGAGTGOATGGTGCTGGAGCTGTG3 


5CGGAGTCGTCCCAGGTTGTCGGAATTA3 
SCCGGCGCTGGCTTTCTTGCCCTCATG3 


SCGACCACCTGTTTCCCCACTTAGCATGC3' 
S'ACGGGAAAGAGTTGTCGTTTGCGGTGGC3" 


5CAGAAAGAAACCCGAGTGCTCGTAA3 
SCACATCCTCCTCCCTGOAACCAAATG3 


5CCCATATCTATACACGCCTTTICCAA3 
5AACCTICCCCCGTCATTCATCATTA3 


5TACTITGCTGGCTACTTITCTTCCGAC3 
SAGGAGGCTTGATGTAAAGGATCTTGT3' 


SATTTTAGAGAGAGATGGAGAAGGCA3' 
SGCTGAACATATAGACGCGGAGATT3' 


S'CACCACTTCACGGCTGCGTTT3?' 
S'ACAACCTGGGACGACTCCGATTT3?' 


SGAATTCACTAGCTCGTGCTGCCAG3' 
STCCATAATCAAAAGTTGTTCCTCCG3' 


2 结果 与 分 析 


2.1 桂花 多 样本 cDNA-AFLP 体系 的 建立 
对 提取 的 花瓣 和 叶片 RNA 进行 质量 和 浓度 检测 , 结果 显示 , 取 200 mg 材料 提取 RNA， 


所 得 RNA 浓度 更 高 、 纯 度 较 高 、 完 整 性 较 好 ， 


I 


有 泳 检测 质量 较 好 (图 2: A) 。 分 离 出 的 


花 兴 和 叶片 中 的 mRNA 集 ， 
分 离 的 mRNA 进一步 合成 


分 布 在 800~2 000 bp 左右 ， 呈 弥散 状 ，mRNA 的 质量 较 好 。 利 
的 双 链 cDNA 呈 弥 散 状 ， 主 带 集中 在 500~1 000 bp〈 图 2: B) 。 


以 合成 的 双 链 cDNA 为 模板 扩 增 B-actin 基因 ， 得 到 与 预期 大 小 一 致 、 条 带 清晰 的 目的 条 带 


(图 2: C) ， 表明 合 成 的 双 


用 两 组 限制 性 内 切 酶 组 合 Ase ITaqI 和 EcoR LMse I 对 花瓣 和 幼 叶 的 双 链 cDNA 分 别 进 


链 cDNA 质量 较 高 ， 符 合 进一步 cDNA-AFLP 分 析 要 求 。 


行 双 酶 切 。 经 Ase WTag I 双 酶 切 的 cDNA 存在 明显 的 条 带 集中 区 ， 主 要 在 300 bp 左右 《如 


图 3: B) 。 对 两 组 酶 切 产 物 


图 3: A) ; 而 经 EcoR I1/MseI 双 酶 切 后 无 明显 的 条 带 集中 区 ， 在 100~1 000 bp 弥散 分 布 〈 如 


加 接头 之 后 ， 取 接头 连接 产物 分 别 进行 25 个 和 30 个 循环 的 预 


扩 增 反应 ， 电 泳 结果 表明 ， 经 Ase ITaqI 双 酶 切 的 预 扩 增 产物 主要 集中 在 100~250 bp，5 个 
循环 数 的 差异 导致 产物 浓度 差异 较 大 〈 如 图 3: A) ; 而 经 EcoR IJMse 工 双 酶 切 的 预 扩 增 产 
物 在 100~1 000 bp 之 间 均 匀 分 布 ，5 个 循环 数 的 差异 对 产物 浓度 的 影响 并 不 太 大 《如 图 3: 


B) 。 


利用 EcoR VMseI 双 酶 切 的 预 扩 增 产物 ， 进 行 256 对 选择 性 扩 增 引物 组 合 的 初步 分 析 ， 


结果 见 表 3。 从 表 中 可 以 看 


上 ， 其 中 96 对 引物 扩 增 出 的 条 带 数 目 多 且 清 晰 可 辨 度 高 ， 定 为 


A 级 ; 121 对 引物 扩 增 出 的 条 带 数 目 和 清晰 度 适中 ， 列 为 B 级 ， 男 有 39 对 引物 扩 增 产物 条 


带 数 目 少 或 模糊 ， 列 为 C 级 。 选 取 A 级 的 全 部 引物 和 B 级 的 部 分 引物 用 于 后 续 实 验 。 


和 下 


I 000 bp 
i 


一 


250 bp 
oe 
180bp 


al bl1 a2 b2 M ck a b 


M ck a b 


注 : A. 花 兴 和 叶片 中 总 RNA 提取 ; B. cDNA 的 电泳 检测 ，C. b-actin 基因 的 PCR 检测 。 
1. 50 mg; 2. 200 mg; a. 花 激 ，b. 幼 叶 ;ck. 空白 对 照 ，M. DNA 分 子 量 标准 。 
Note: A. Total RNA from petals and leaves; B. The electrophoresis detection of cDNA; C. B-actin PCR detection 


1. 50 mg; 2. 50 mg; a. Petals; b. Young leaves; ck. Blank controls; M: DNA molecular marker. 
图 2 桂花 总 RNA 及 cDNA 电泳 图 
Fig. 2 Electrophoresis profiles of total RNA and cDNA from Osmanthus fragrans 


1 


注 : A. Ase ITaqI 的 结果 B. EcoR IJMseI 的 结果 。 
M. DNA 分 子 量 标准 ; 1. 花瓣 cDNA 的 双 酶 切 产物 ;， 2. 幼 叶 cDNA 的 双 酶 切 产 物 ，3. 花瓣 cDNA 预 扩 增 
产物 ，25 个 循环 ，4. 幼 叶 cDNA 预 扩 增产 物 ，25 个 循环 ;5. 花瓣 cDNA 预 扩 增产 物 ，30 个 循环 ; 6. 幼 


叶 cDNA 预 扩 增 产物 ，30 个 循环 ，7，8. 空白 对 照 的 预 扩 增 产物 。 
Note: A. Result of Ase ITaq I. B. Result of EcoR I/Msel. 


M. DNA molecular marker; 1. Double enzyme digestion products of petal cDNA; 2. Double enzyme digestion 
products of young leaves cDNA; 3. Preamplification products of petal cDNA, 25 cycles; 4. Preamplification 
products of young leaves cDNA, 25 cycles; $5. Preamplification products of petal cDNA, 30cycles; 6. 
Preamplification products of young leaves cDNA, 30 cycles; 7,8. Preamplification products of blank controls. 

图 3 cDNA 的 酶 切 及 预 扩 增 结果 


Fig. 3 Results of enzyme digestion and preamplification of cDNA 


表 3 cDNA-AFLP 选择 扩 增 引 


三 


身 


物 组 合 质 


评价 


I 


Table 3 Quality evaluation of the selected amplification primer combinations in cDNA-AFLP 


等 级 
Grades 


编号 
Codes 


A (96) 


B (121) 


C (39) 


ML1IE11，M11E12， 
M12E24，M12E32， 
M21E22，M21E23， 
M22E21，M22E23， 
M24E13，M24E14， 
M24E43，M31E13， 
M32E22，M32E23， 
M33E22，M33E23， 
M41E13，M41E14， 
M43E12，M43E13， 
ML1IE14，M11E21， 
M13E21，M13E22， 
M13E32, M13E41, 
M14E42, M14E43, 
M23E11, M23E14, 
M23E44, M24E21, 
M31E41, M31E42, 
M33E34, M33E42, 
M34E43, M34E44, 
M41E42, M41E43, 
M43E24, M43E32, 
M44E13, M44E22, 
M44E44 
MI11E22, 
M12E44, 
M23E41, 
M42E24， 


M42E31， 


M1L1IE13，M11E34，M12El2， 
M14E14，M14E23，M14E24， 
M21E24，M21E31，M21E41， 
M22E24，M22E31，M22E33， 
M24E22，M24E23，M24E24， 
M31E23，M31E31，M31E32， 
M32E31，M32E32，M32E34， 
M33E24，M33E31，M33E33， 
M41E21，M41E22，M41E24， 
M43E14, M43E21, M43E22, 
MI11E23, M11E24, M12E11, 
M13E23, M13E24, M13E31, 
M13E43, M13E44, M14E12, 
M14E44, M21E32, M21E33, 
M23E23, M23E24, M23E31, 
M24E42, M24E44, M31E11, 
M31E44, M32E12, M32E24, 
M33E43, M33E44, M34E13, 
M41E11, M41E12, M41E23, 
M41E44, M42E11, M42E22, 
M43E33, M43E34, M43E41, 
M44E23, M44E24, M44E32, 


MI11E31, M1l1E32, M11E33, M1l1E41, M11E42, 
M13E42, M14E11, M14E13, M14E31, M14E41, M21F42, 
M24E11, M24E12, M31E21, M31E33, M33E11, M33E41, M34E33, M34E34, M34E41, 


M42E41, M42E42, M42E43, 


M12E13, M12E14, 
M21E11, M21E12, 
M21E43, M22E11, 
M22E34，M22E43， 
M24E31，M24E32， 
M31E43，M32E11， 
M32E41，M32E42， 
M34E11，M34E12， 
M42E12，M42E13， 
M44E31 
M12E31， 
M13E33, 
M14E21， 
M21E34， 
M23E32， 
M31E12， 
M32E33， 
M34E22， 
M41E31， 
M42E23， 
M43E42， 
M44E33， 


M12E33， 
M13E34， 
M14E22， 
M21E44， 
M23E33， 
M31E14， 
M32E43， 
M34E23， 
M41E32， 
M42E32， 
M43E43， 
M44E41， 


M11E43， 


M43E11，M43E31， 


M12E21，M12E22，M12E23， 
M21E13，M21E14，M21E21， 
M22E12，M22E13，M22E14， 
M23E12，M23E21，M23E22， 
M24E33，M24E34，M24E41， 
M32E13，M32E14，M32E21， 
M33E12，M33E13，M33E14， 
M34E14，M34E21，M34E32， 
M42E14，M42E21，M41E33， 


M12E34， 
M13E11, 
M14E32, 
M22E22， 
M23E34， 
M31E22， 
M32E44， 
M34E24， 
M41E33， 
M41E34， 
M43E44， 
M44E42， 


M12E43，M13E13， 
M13E12，M13E14， 
M14E33，M14E34， 
M22E32，M22E44， 
M23E42，M23E43， 
M31E24，M31E34， 
M33E21，M33E32， 
M34E31，M34E42， 
M41E34，M41E41， 
M42E44，M43E23， 
M44E11，M44E12， 
M44E34，M44E43， 


M1L1E44，M12E41，M12E42， 
M22E41，M22E42，M23E13， 


M44E14, M44E21 


2.2 差异 表达 TDFs 的 获得 及 功能 分 析 


在 花 发 育 
的 聚 丙烯 酰胺 凝 
Se ey 
花 准 中 无 明显 差异 的 基 
图 4: C, E)。 
性 扩 增 引物 进行 命名 编号 。 
es A ame en he 
图 5。 发 现 有 120 条 序列 没有 同 源 基 


异 的 


行 GO 功能 注释 


条 序列 


列 有 相应 的 同 源 基 


站 


基因 ( 
根据 选择 


具有 相应 的 


过 程 


cDNA-AEFLP 分 析 中 ， 
胶 电 泳 结果 如 
未 表达 的 基 
车 因 《 


了 过 结 吉 果 如 
同 源 基 


因 (图 4: 
图 4: D) ; 


B) ; 


和 et 


三 类 为 花 关中 特 呈 


以 叶片 为 对 照 〈 泳 道 7) ， 部 分 
图 4， A。 将 TDFs 的 差异 表达 模式 大 致 分 为 3 大 类 : 第 一 类 


物 选择 扩 增 产物 


第 二 类 为 幼 叶 中 不 表达 ，(1 


旦 不 同 发 育 时 期 的 


选取 入 


第 二 类 


办 无 功 和 


因 ， 但 这 些 同 源 基 


因 ， 


(19 条 ， 


让 生物 学 功能 大 致 分 为 10 类 : 
、 次 级 代谢 (17 条 ; 6%) 、 允 


7%) 


b 有 详 名 


初级 代谢 (41 条 ， 


士 人 
结合 


NCBI 


注释 


> 


表达 且 在 不 同 发 


育 时 期 存在 差 


类 的 TDFs 进行 切 胶 回收 测序 , 共 得 到 283 条 差异 TDFs， 


数据 库 BLAST 结果 进 


因 ， 占 了 总 序列 的 42%; 有 13 
占 总 序列 的 5%; 


口 去 


只 有 150 条 序 


的 功能 注释 。 根 据 相 应 同 源 基 因 在 生物 进程 中 的 功 角 
| 激 (20 条 ，7%) 


14%) 、 响 应 东 


胞 组 


成 与 j 发 生 (15 条 ， 


注释 ， 
、 运 输 
5%) 、 发 育 过 程 (11 


条 ，4%) 、 氧 化 还 原 过 程 (10 条 ; 4%) 、 调 探 生物 过 程 (8 条 ，3%) 、 信 号 传导 (5 条 ， 
2%) 、 其 余 功能 (4 条 ，1%) 【参与 细胞 分 裂 或 调控 生物 质量 ) 。 
A 


Wa2E11 Wa2E12 MW2Ef3 起 外 1 W221 M2e22 Wa2E29 Wa2E24 M2E3] Wa2E32 服 2533 有 2534 好 264 


1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 
注 : A. 部 分 引物 组 合 选 择 扩 增产 物 的 聚 丙烯 酰胺 凝 胶 电泳 图 谱 ，B. 花瓣 与 叶 中 持续 表达 的 基因 ; C. 花 
办 中 特异 表达 且 不 同 花 发 育 时 期 有 差异 的 基因 ; D. 论辩 中 特异 表达 但 不 同 花 发 育 时 期 无 明显 差异 的 基因 ; 
E. 花 关 中 特异 表达 且 不 同 花 发 育 时 期 有 差异 的 基因 。1. 铃 梗 期 (0d) ; 2. 初 花期 (2 d,10 am) ; 3. 初 花 

期 (2d,5 pm) ; 4. 盛 花期 (4d) ; 5. 盛 花期 (6d) ; 6. 盛 花 末 期 (8 d) ; 7. 幼 叶 。 


Note: A. Polyacrylamide gel mapping of the selective amplification products in parts of the primer combinations. 


B. Gene continuously expressed in petals and leaves.C. Gene sepecially expressed in petals with different levels as 
floral development. D. Gene sepecially expressed in petals with no difference. E. Gene sepecially expressed in 
petals with different levels as floral development. 1. Tight bud stage (0 d); 2. Initial flowering stage (2 d, 10 am); 
3.Initial flowering stage (2 d, 5 pm); 4. Full flowering stage (4 d); $. Full flowering stage (6 d); 6. Late full 
flowering stage (8 d); 7. Young leaves. 

4 部 分 引物 组 合 的 选择 性 扩 增 结果 及 基因 表达 的 不 同类 型 
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ChinaXiv 合 作 期 刊 


Fig. 4 Results of the selective amplification in parts of the primer combinations and the different types of gene 


300 『 


250 上 


序列 数 
Number of sequences 


50 下 


注 : 1. 
6. 


200 下 


150 下 


100 下 


expression 


7% 


6% 个 


1 2 3 4 5 6 


7 8 
不 同 功 能 
Different functions 
总 序列 ; 2. 未 比 对 到 同 源 序列 ;3. 未 比 对 到 功能 基因 ; 4. 初生 代谢 ;5. 次 生 代 谢 ; 
响应 刺激 ; 7. 运输 ;，8. 氧化 还 原 过 程 ，9. 细胞 组 成 与 发 生 ; 10. 发 育 过 程 ; 
11. 信号 传导 ; 12. 调控 生物 过 程 ，13. 其 他 功能 。 


Note: 1. Total sequences; 2. No hits; 3. Unclassified; 4. Primary metabolism process; 5. Secondary metabolism 


process; 6. Response to stimulus; 7. Transport; 8. Oxidation-reduction process; 9. Cellular component biogenesis; 


10. Developmental process; 11. Signal transduction; 12. Regulation of biological process; 13. Other functions. 


图 5 差异 表达 片段 的 功能 分 类 


Fig. $ Function classification of the differential expressed transcript derived fragments 


2.3 部 分 差异 表达 TDFs 的 表达 模式 分 析 


M34E22-31 和 M41E14-13， 进 行 Real-time qPCR 检测 ， 如 图 6。Real-time qPCR 检测 结果 表 


选取 已 知 功 能 的 6 个 差异 表达 TDFS: M13E23-11、M13E32-24、M21E14-1、M22E31-11、 


明 ， 其 中 M13E32-24、M21E14-1、M22E31-11 和 M34E22-31 的 表达 模式 符合 cDNA-AFLP 
的 表达 谱 特 征 。M13E32-24 (图 6: B)〉 在 幼 叶 和 铃 梗 期 花 斩 中 表达 量 很 低 ， 在 花 条 开放 后 
表达 量 迅速 增加 ， 在 第 四 天 的 盛 花期 表达 量 达 到 最 高 ;， M21E14-1 (图 6: C) 在 第 二 天 的 初 


花期 上 午 和 入 


和 四 天 的 盛 花期 表达 量 较 高 ，M22E31-11 (图 6: D) 在 花茶 开放 后 表达 有 所 增 


加 ， 在 第 三 天 的 初 花期 上 午 和 第 四 、 六 天 的 盛 花 期 表达 量 均 较 高 ，M34E22-31 (图 6: E) 


仅 在 花 汶 中 表达 , 花 条 开放 后 的 表达 量 显著 增加 , 旦 整个 花期 维持 较 好 水 平 .x M13E23-11 (图 


6: A) 除了 在 第 八 天 的 盛 花 末期 与 cDNA-AFLP 的 表达 存在 差异 ， 其 他 时 期 均 保持 一 致 。 
M41E14-13 (图 6: F) 则 与 cDNA-AFLP 的 表达 特征 存在 很 大 的 差异 ， 尤 其 是 在 盛 花 末期 和 
叶片 中 的 表达 。 从 cDNA-AFLP 图 中 的 结果 可 以 看 出 ，M13E23-11 和 M41E14-13 的 表达 丰 


度 很 低 。 
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4 1200 
2 600 
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注 : A. M13E23-11; B. M13E32-24; C. M21E14-1; D. M22E31-11; E. M34E22-31; F. M41E14-13。 
1. 铃 梗 期 (0 d) ;， 2. 初 花期 (2 d,10 am) ; 3. 初 花期 (2 4d,5 pm) ;4. 盛 花期 (4d) ; 
5. 成 花期 (6d) ; 6. 盛 花 末期 (8 d) ; 7. 幼 叶 。 
Note: A. M13E23-11; B. M13E32-24; C. M21E14-1; D. M22E31-11; E. M34E22-31; F. M41E14-13. 
1. Tight bud stage (0 d); 2. Initial flowering stage (2 d, 10 am); 3. Initial flowering stage (2 d, 3 pm); 4. Full 


flowering stage (4 d); $. Full flowering stage (6 d); 6. Late full flowering stage (8 d); 7. Young leaves. 
图 6 差异 表达 片段 在 cDNA-AFLP 和 Real-time gPCR 中 的 表达 模式 分 析 
Fig. 6 Expression patterns of the differential expressed transcript derived fragments in 


cDNA-AFLP and Real-time qRT-PCR analysis 


讨论 


限制 性 内 切 酶 的 选择 和 基因 表达 的 丰 度 是 影响 cDNA-AFLP 分 析 结 果 的 关键 。 对 不 同 的 
物种 进行 cDNA-AFLP 分 析 时 ， 所 适用 的 限制 性 内 切 酶 也 不 尽 相 同 〈《 韩 斌 和 彭 建 营 ，2006) 。 


在 菜 心 、 黄 瓜 和 油菜 等 农作物 中 常 选 用 Taql/AseI 组 合 ( 肖 旭 峰 等 ，2013; 孙 涌 栋 等 ，2008; 
王家 丰 ，2009) ,而 在 菊花 、 芍 药 和 珠 眉 海 党 等 观赏 植物 中 更 趋向 选用 EcoRIMseI 组 合 〈 任 


洪 艳 等 ，2011;， 孙 晓 梅 等 ，201$; 李 志 红 等 ，2008) 。 本 实验 比较 了 这 两 种 组 合 在 桂花 中 的 
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酶 切 效果 , 结果 发 现 , 经 TaqI/AseI 组 合 酶 切 后 的 cDNA 及 预 扩 增 产物 多 集中 在 300 bp 左右 ， 
而 且 分 布 不 均匀 ; 经 EcoRIMseI 组 合 酶 切 后 的 cDNA 及 预 扩 增产 物 在 100~1 000 bp 均匀 分 
布 ， 由 此 说 明 EcoRIMseI 组 合 更 适合 用 于 桂花 cDNA 酶 切 。 后 续 选 取 的 6 个 已 知 功能 TDFs 
进行 表达 模式 验证 ，4 个 表达 丰 度 较 高 的 TDFs 的 qRTPCR 与 AFLP 结果 一 致 ， 证 明 
cDNA-AFLP 技术 能 够 较为 准确 地 检测 出 差异 表达 基因 ， 具 有 和 良好 的 可 行 性 和 可 靠 性 。 与 张 
(2009) 和 Han etal (2015) 仅 对 两 个 样本 进行 EDNA-AEFLP 分 析 相 比 ， 本 实验 可 以 呈现 
基因 表达 水 平 的 动态 变化 过 程 ， 多 态 性 更 为 丰富 ， 可 提高 低 丰 度 基 因 筛 选 的 准确 性 。 
桂花 花香 和 花色 物质 成 分 和 含量 随 着 开花 或 衰老 进程 而 变化 〈Zeng et al, 2015; 邹 唱 唱 
，2017) 。 本 研究 利用 cDNA-AFLP 分 析 了 桂花 叶片 和 不 同 发 育 时 期 花瓣 中 基因 的 表达 差 
共 获 得 283 个 在 花 准 中 特异 表达 且 在 花 发 育 各 时 期 差异 表达 的 TDFs。 对 其 中 150 个 有 
访 功 能 注释 的 TDFs 进行 分 类 ， 涉 及 次 级 代谢 、 初 级 代谢 、 发 育 过 程 、 响 应 刺激 、 调 控 、 
运输 等 多 个 生物 学 过 程 。 次 级 代谢 过 程 直接 参与 花香 或 花色 物质 的 合成 《Dudareva et al， 
2013; Tanaka et al, 2008) 。 本 研究 共 获 得 17 条 参与 次 生 代谢 过 程 的 TDFs， 包 含 莫 类 香气 
物质 、 类 胡萝卜 素 和 类 黄酮 色素 成 分 代谢 等 的 多 个 基因 。 但 是 ， 获 得 的 参与 次 生 代谢 过 程 的 
TDFs 只 占 6%。 为 次 级 代谢 过 程 提 供 前 体 物质 的 初级 代谢 过 程 占 比 最 大 ， 达 14%。 其 余 的 
80% 涉 及 发 育 过 程 、 响 应 次 级 、 调 控 等 多 个 生物 学 过 程 。 由 此 说 明 ， 花 香 与 花色 的 形成 受 多 
个 生物 学 过 程 的 影响 ; 初级 代谢 过 程 作为 中 间 代 谢 物 的 提供 者 , 对 桂花 色香 代谢 的 影响 值得 
深入 研究 。 本 研究 结果 为 挖掘 开 花 进 程 中 色香 形成 相关 基因 , 揭示 其 分 子 调控 机 制 提供 了 重 
要 参考 ， 为 进一步 从 分 子 水 平 研 究 桂花 的 花香 与 花色 形成 莫 定 了 基础 。 
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